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　　Human　adenovirus　type　7（Grider　strain）was　cleaved　into　ten　specific　fragments　by　restriction
endonuclease猛ηdlll．　The　molecular　size　of　each　fragment　was　estimated　both　from　the　r母dioactivity
distribution　in　each　fragment　after　the　cleavage　of　uniformly　32P－1abeled　viral　DNA　and　from　the　relative
mobility　in　gel　electrophoresis．　These　speci丘。　fragments　were　mapped　on　the　adenovirus　type　7　geno皿e
by　analyzing　partial　digestion　products．　The　order　of　the　H加dlll　DNA　fragments　was　determined　to
be　l　J　E　D　A　C　G　F　H　and　B　from　their　overlapping　in　each　redigestiQn　prQduct．
　　Viral　DNA　sequences　in　Ad　7　induced　hamster　tumor　cells　were　detected　and　quantitated　by　reassocia－
tion　killetics　using　ten　fragments　cf　Ad　7［32P］DNA　cleaved　with　H勿dllL　Only　the　HfηdllI　I，　J　fragment
and　a　portioh　of　H伽dlII－E　frag血ent（about　11％of　whole　viral　genome）persist　in　Ad　7　induced　tumor
ce11s．　These　results　strQngly　suggest　that　Ad7　viral　gene（s）located　in　about　left　11％possibly　play
essential　role　in　tumorigenesis．　　　　　　　（Received　January　17，1978　and　accepted　Apri128，1978）
1　緒　　言
　ヒトアデノウイルス（Ad）は血清学的に31の型に分類さ
れている・このうち少なくとも12の型のヒトアデノウイ
ルスは，ハムスター胎児を場として腫瘍原性を示し，造腫
瘍活性の程度により強造腫瘍原性A群（Ad　12，18および
31），弱造腫瘍原性B群（Ad　3，7，14，16および21），非造
腫瘍原性C群（Ad　1，2，5および6）の3つの群に分類さ
れる1）．いずれの群のウイルスも魏η如ηにおいてハムス
ターおよびラット培養細胞をトランスフォームすることが
でき，トランスフォーム遺伝子をウィルス遺伝子の一部と
して持つ．ウイルス遺伝子は分子量2～2．4×107ダルトン
の大きさの2本鎖線状DNAである1）．近年2本鎖DNA
の特異的塩基配列を認識し切断する制限エンドヌクレアー
ゼの利用によりDNAの切断点地図作成が可能となり，ヒ
トアデノウイルスの遺伝子解析にも導入され成果を挙げて
いる．
　ヒトアデノウイルスのトランスフォーム遺伝子は，まず
C群に属するAd　2およびAd　5を用いてウィルスゲノム
の左端約6傷の部位に位置づけられた2・3）・次いでA群の
Ad　12．の．トランスフォーム遺伝子も同様に左端に位置づけ
られた4・5）．
　本論文ではB群に属するAd　7　DNAの制限エンドヌク
レアーゼH勿dlIIによる切断点地図作成を行ない，発癌
遺伝子の位置づけをするためにまずAd　7誘発ハムスター
腫瘍細胞中のウイルスゲノムの検出定量を行なった・次に
得られた知見をまとめる．
2　実験材料と方法
　2・1　ウイルスとウイルスDNA
　 d7Grider株をKB　III細胞に感染（10ブラック形成
単位／細胞）させ，37。Cで3日間培養後，感染細胞を集め，
ウイルス精製．の出発材料とした．32P標識Ad　7はウイル
ス感染後に32P正リン酸（終濃度50μCi／mZ）を培地に加
え，5努透析仔牛血清添加無リン酸Eagle’s　MEM中で2
日間培養を行なった．ウイルスDNAはGreenおよび
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Pinaの方法6，7＞によりAd　7感染K：B　III細胞よりウイル
ス粒子を精製し，精製ウイルス粒子よりDNAを抽出した．
　2・2　制限エンドヌクレアーゼ
　制限エンドヌクレアーゼH初dlllは，　Haemophilus
in且uenzae菌Rd株より高浪らの方法8）およびLai　and
Nathansらの方法9）に従い抽出精製した．酵素活性はAd　2
DNA　1μgを37℃で1時間反応した時に完全に切断され
る酵素量を1単位とした．
　2・311勧dlllによるアデノウイルス7型DNAの
　　　切断とゲル電気泳動によるDNAフラグメント
　　　の分離と精製
　標準の反応条件として，Ad　7　DNA　1μ9当り1．7単位
（5μ）の研πdlllを用い，10　mM　Tris－HCI　pH　7．6，7mM
MgC12，7mM　KCI，7mM　2一メ，ルカプトエタノールを含
む反応液（20～50μ1）を用い，37℃2時間反応を行なった・
ついで，1・4傷あるいは0．9傷アガロース（Seakem社製）
垂直平板ゲルにより，50Vで20～24時間電気泳動を行な
って各DNAフラグメントを分離した．泳動用緩衝液は
36mM　Tris，32　mM　KH2PO4，1mM　EDTAを用いた．
分析用平板ゲル（16cm×22　cm×0．2　c皿）はMaize1の方
法lo）によりゲルを乾燥し，　Kodak　blue　X線フイルムを用
いオートラジオグラフィーを行なった．また，分離用ゲル
（！6cmx22cm×0．6cm）では，0．5μg／m♂のエチジウムブ
ロマイド溶液で1時間染色を行ない，紫外線照射により，
蛍光のバンドとしてDNAフラグメントを検出した11）．ア
ガロースからのDNAフラグメントの抽出精製は10　mM
Tris－HCI　pH　8．1，0．5　M　NaCl，1mM　EDTA緩衝液中
でアガロースゲルをホモジナイズし12時間37℃に置いた
後10，000rpm，20分間遠心を行ない，遠心上清をDowx
50w－X8（Bio－Rad社製）のカラム（0．8　cmxlcm）を通し，
エチジウムブロマイドを除去し，フェノール抽出により精
製した．
　2・4細胞DNA
　Ad　7誘発ハムスター腫瘍細胞（5728　Cユ15）をEagle’s
MEM，！0％牛胎児血清添加培地で培養し，細胞をSDS－
pronaseで消化した後，クロロホルムーイソアミルアル
コールによりDNAを抽出精製した12）．牛胸腺DNAは
Sigma社より購入したType　Vを更にクロロホルムーイ
ソアミルアルコールにより抽出精製して用いた・
　2・52本鎖DNA再形成反応
DNAを超音波処理（Kubota　200　M，0。Cで最大出力，
10分間）により600～800ヌクレオチド対の大きさに細断
し，0．4Mリン酸緩衝液pH　6．8中で1000C．10分間熱変性
を行ない，氷水浴中で急冷，次いで68。Cで一定時間2本鎖
DNA再形成反応を行なった．反応終了後1本鎖DNAと
2本鎖DNAの分離分画をハイドロキシアパタイトパッチ
法により行なった13）
3実験結果
　3・1　制限エンドヌクレアーゼ碗，凝IIIによる
　　　Ad　7　DNAの切断
　Ad　7［32P］DNAをH∫ηdlllで完全消化し，1・4％アガ
ロースゲル電気泳動でDNAフラグメントの分離を行なっ
た．アガロースゲルを乾燥してゲルフイルムとし，フイル
ムを1mm間隔に切り32Pのカウントを液体シンチレーシ
ョンカウンターで測定すると，Fig．1に示すように10本
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EndQR・H伽dll工digest　Gf　Ad　7［32Pl　DNA［32PI．　Ad　7　DNA（OO87μg，1マ5x106　cp1n／μg）
in　50μwas　digested　with　1．7　unit（5μ）of　H勿dlll　at　37℃4hr．　Electrophoresis　was
carried　Qut　at　a　constant　voltage　of　50　V　for　20　hr　on　1．4％agarose　slab　gel（16×22x
O2　cm）．　After　electrophoresis，　the　gel　was　dried　over　steam　and　a　gel　film　was　cut
with　a　razor　blade　into　l　nlm　slices　alld　counted　in　a　liquid　scintillation　counter．
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Table　1Nz〃〃．ゐ8ノーαη43捻（3（～プA47エ）ハム吐Fノη91丹81zオ∫
H加dlll　Fragments
Distributio．n　of［32P］ Electrophoretic　Mobility
　　　　％of
Viral　Genomea）
Molecul．ar　Weightb）
　　　　　（×10－6＞
　　　　％of
Viral　GenomeC）
A
B
C
D
E
F
GH
I
J
22．4
16，1
12．9
！1．3
9．4
8．5
6．0
4．9
4．2
3．7
5．0．6
3．68
299
2．76
2．16
2．00
1．38
1．11
0．99
0．87
22．0
16．0
13．0
12．0
9．4
8．7
6．0
4，8
4．3
3．8
a）
b）
c）
Percent　of　viral　genome　was　calculated　from　32P－radioactivity　distribution　in　each　fragment．
Molecular　weight　was　estimated　from　rel盆tive　mobility　of　each　fragment．
Percent　of　viral　genome　was　calcロ1ated　from　molecular　weight　of　eac．h　fraglnent　using　2．3×
107dalton　for亡he　molecular　we．ight　of　whole　Ad　7　DNA，14）
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Fig・ZPartial　digestion　and　redigestion　Qf　Ad　7　DNA　by　EndoR・H加dlll．　Ad［32P］DNA（22．5μg，3．31×
107cpm）in　a　50μreaction　Inixture　was　partially　digested　with　8．5　unit（25μ）of　H加dlll　at　37。．
fQr　15　min．　The　digest　products　were　electrophoresed　in　a　O．9％agarose．slab　gel（16×22×0．6　c血）
at　50　V　for　24　hr．　Gels　we．re　stained　with　o，5μ9／．m♂of　ethidium　bromide．and　visualized　under　UV
light11）（A）．　Elution　and　puri且cation　of　DNA　fragm．ents　from　agaro．se　gel　was　carried　olユt　as　de－
scribed　in　Materials　and　Methods．　Co皿plete　digestion　product．s　of　partial　DNA　fragments　were
resolved　by　electrQphoresis　in．　a　1．4％agarose　slab　ge1（16×22×0．2　cm）for　20　hr　at　50　V．　Gels
were　dried　Qver　steam　heat　aξdescribed　by　Maizello＞，　and　tllen鼠utoradiographed　on　KQdak　blue
X－ray　films（B）．
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のバンドが認められた．大きなフラグメントサイズから順
番にA，B，　C，　D，　E，　F，　G，　H，1，　Jと命名した．10本の
フラグメントの32Pのカウントの分布を求めると各フラ
グメントが等モル含まれることがわかり，Ad　7　DNAは
H加dlllによりそれぞれ大きさの違う10本の特異的フラ
グメントに切断されることがわかる．各フラグメントの分
子量の測定はフラグメントの32Pのカウントの分布および
ゲル電気泳動における相対移動度から求めた．Table　1に
示すように，32Pの分布と相対移動度とから求めた分子量
はよく一致した．
　3・2■1伽d111によるAd　7　DNAの不完全
　　　消化と完全消化
　Ad　7［32P］DNAを十分量のH加dlll存在下で短時間
反応し，0．9傷アガロースゲル電気泳動によリフラグメント
の分離を行なった．Fig．2－Aに示すように種々の大きさ
の不完全消化産物が得られた．移動度の小さいフラグメン
トからa，b，　c，……と命名し，実験方法の項で2・3述べた方
法によりそれぞれをゲルから抽出精製した．aから。まで
の不完全消化産物をH〃～dlllで更に完全に消化し，1．4％
アガローススラブゲル電気泳動を行ない生成するフラグメ
ントをオートラジオグラムで検出すると，Fig．2－Bに示す
ように，例えば不完全消化“a”フラグメントからは1とJ
が，“b”フラグメントからはFとHが，．“c”フラグメント
からはFとGフラグメントがそれぞれ検出された．す
べての不完全消化産物の完全消化により得られる産物を
Table　2に示した．これらを重ね合せて調べると．切断点地
図は1－J－E－D－A－C－G－F－H－Bとなる．
Table　2　Co〃ψZ8オ8‘♂6α膿g6げρα漉α♂読g『6漉。η少’で4麗6オ∫測拗H加4∬1
燃距灘民需鮒 Complete　cleaverage　　　product Sum　of　productmOlecular　Weight（％Qf　Ad　7　DNA） Overlapping　orders
a
b
C
d
e
f
g
h
i
j
kb）
1
nユ
n
O
7．6
13．4
14．5
17．0
19。0
22．0
24，0
26．0
28．0
30．0
33．0
38．0
40．0
52．G
59．0
1，J
F，H
F，G
E，1，J
C，G
B，H
D，E
D，E，J
C，F，G
B，F，H
2A，C，D
A，C，G
A，D，E
A，C，D，E
A，C，D，F，G
8ユ
13．5
14．7
17．5
19．1
20．9
21．1
24．9
27．7
29．5
69．！
41．3
43ユ
56．3
61．6
IJ
　　　　　　　FH
　　　　　　GF
IJE
　　　　　CG
　　　　　　　HB
　　ED
　JED
　　　　　CGF
　　　　　　　FHB
　　　DAC
　　　ACG
　　EDA
　　EDAC
　　　DACGF
IJEDACGFHB
a）Molecular　weight　was　estimated　froln　relative　mobility　of　each　fragment　in　agarose　gel
　　electrophoresis　and　percent　of　viral　genome　was　calculated　fro皿molecular　weight　of　each
　　fragment　using　2．3×107　daltons　for　the　molecular　weight　of　whole　Ad　7　DNA．
b）Partial　digestion　product　k　is　composed　of　two　dif［erent　DNA　fragments，　A－C　and　A－D．
　3・3　Ad　7誘発ハムスター腫瘍細胞中の
　　　ウイルスゲノムの検出，定量
　A（17誘発ハムスター腫瘍細胞（5728Cl　15）DNA存在
下で，H’ノzdlll切断［32PI　Ad　7　DNAフラグメントの2
本鎖DNA再形成反応を行なうと，　Fig．3に示すように
1，J，　EおよびDフラグメントの2本鎖DNA再形成反
応が促進されたが，A，　B，　C，　F，　G，およびHフラグメン
トの2本鎖DNA再形成反応は促進されなかった・　この
ことから5728Cl　15細胞DNA中にはAd　7　DNAの1，
」，E，　Dフラグメント部分の塩基配列が存在していること
が明らかとなった．1およびJフラグメントの反応の促進
の程度から5728C115細胞DNAの中1およびJフラグ
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Hg．3ReassociaQn　of［32P］labeled　H加dIII　fragments　of　Ad　7　DNA　in　the　presence　of　calfthymus　DNA　and　5728　C115　cell　DNA．　［32P］Ad7DNA　was　cleaved　with　EndoR・
H加dlll　and　rεsulting　DNA　fragments　were　prepared　as　described　in　Materials　and
Methods．　Each　reaction　mixture　contained　950－3400μ9／m♂of　either　calf　thymus　DNA
（●）or　5728　Cl　15　cell　DNA（○）and　Qne　of　the　viral　DNA　fragments（Hfηdlll－A　24．2　ng／
mJ；Hfηdlll－B　24．2　ng／mZ；研πdlll－C　24．2　ng／mZ；Hか置dlll－D　24．2　ng／m♂；H伽dlll－E
4．93ng／mZ；Hかzdlll－F　9．68　ng／mz；π加dllトG　9．68　ng／mZ；疏ンzdllLH　4．84ng／mZ；H∫ノ～dlll－1
4．O　ng／m♂；and　HガノzdlII－J　4．07　ng／lnの．　Reassociation　reactions　were　carried　out　at　68。C
in　O．4　M　phosphate　bu旺er　p．H　6．8　and　DNA．s　were　quaHtitated　by　batch　chromatography
as　describe．d（Fujinagaε彦（z乙，1975）13）．
Table　3Vゴ7「α♂DN／1589麗8π68加A6」7加4瀦。8♂んα〃硲兜ノ・’z〃7zo7一‘8〃∫
Fragment％ViralGenomea）
Cell　DNA／viral
　　　　DNA
　（皿01ar　ratio＞b）
工ncreased
rate　factor
Fraction　of
Viral　DNA
　　　（％）
No。　viral　DNA
　　　　CQpiesc）
（per　diplQid　cell）
I
J
E
D
A
C
G
F
H
B
43
3．8
9．4
11．7
22．2
13．0
6．1
8．6
4．9
16．0
0．01006
0．01202
0，10440
0．00969
0．01030
0．00995
0．01005
0．01033
0．01005
0．00952
4．．06
3．50
　　の
（1．27）
1．00
1．00
1．00
1。00
1．00
1．00
　43
　3．．8
　3．Od）
（11．7）
304
208
248d）
（28）
＜1
〈1
＜1
〈1
＜1
〈1
a）
b）
c）
d）
Percent　Qf　viral　genome　was　calculated　from　molecular　weight　of　each　fragment　using　2．3×
107dalton　for　molecular　weight　of　whole　Ad　7　DNA．
Molecular　weight　of　4．0×1012　for　diploid　cell　DNA　was　used　to　calculate　the　molar　r．atio．
Calculated　from　the　increased　rate　factor　and　molar　ratio　of　cell　viral　DNA．
Partial　viral　DNA　copies　were　estiコαated　from　the　initial　reasso．ciation　kinetics　as　described
Fujinagaωα乙（1974）15）．
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メントのコピー数を算出するとTable　3に示すようにそ
れぞれ304および208コピー存続していることになる・E
フラグメントの2本鎖DNA再形成反応は，そのkinetics
からEフラグメントの一部分の塩基配列のみしか5728C1
15細胞DNA中に存在しないのではないかということが
予想される．従って初期反応の反応速度論的解析から存続
するEフラグメントの部分とコピー数を算出する15）とE
フラグメントの32％，すなわちウイルスゲノム全体の3，0％
が248コピー存続していると推定される（Table　3）．なお，
Dフラグメントの2本鎖DNA再形成反応の場含も細胞
DNA添加による反応の促進がみられ，その促進程度から，
DNAフラグメントの全塩基配列が存在するとすると28
コピーと算出される（Table　3）．
4考　　察
　本研究により，弱造腫瘍原性Ad　7ウイルスゲノムの切
断点地図が制限エンドヌクレアーゼH∫ηdlllによる部分
消化法により作成できた．非腫瘍原性Ad　2およびAd　5，
強造腫瘍原性Ad　12ウィルスゲノムの切断点地図はすで
に完成しており16，17・18），これで造腫瘍原性の程度の異なる
3つのアデノウイルス群の切断点地図がそろったことにな
る・今後感染初期および後期遺伝子の位置づけを行なって
遺伝子地図が完成すれぽ，3つの群のウイルスの対応する
機能をもつウイルス遺伝子に関して，比較検討し差異，相
同性を検討することが必要となろう．
　アデノウイルスによる腫瘍化に関しては，ウイルスゲノ
ムの細胞DNAへの組み込みと一部の初期ウイルス遺伝子
の継続的な発現，すなわちウィルスDNAからmRNA
への転写およびウイルス初期タンパク質の合成が腫瘍化に
必須であることが知られている1，19・20・21）．Fujinagaらによ
り報告15）されたように，Ad　7誘発ハムスター腫瘍細胞
（5728Cl　15＞ではAd　7ゲノムの約10～20％が複数個細胞
DNAに組み込まれている．本研究でさらに詳細にH加dllI
切断Ad　7　DNAフラグメン1・を用いて5728　Cl！5細胞
DNA中に存続するウイルスDNA塩基配列の検出，定
量を行なった結果，ゲノムDNA分子の一端に位置す
るH勿dl工1－1そしてH加dlll－Jフラグメントおよび
H勿dlll－Eフラグメントの一部すなわち全ウイルスゲノ
ムの約11％がディプロイド細胞DNAあたり200～300
コピー存続していることが判明した（Fig．4）．この部分に
発癌に関係する遺伝子が存在するものと考えられる・Dフ
ラグメントに関しては本実験で行なった2本鎖DNA再形
成反応の精度を考慮すると，Dフラグメン1・の全塩基配列
が存在するのか一部の塩基配列が細胞DNAとホモロジー
を示すのか明らかではない・
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　86．6　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　EcoR　I
7TrE一下一5一「一一一一一Hi．d皿4．381 17．5 292 51．4 644　70．57gj　84．0
　　　　　200鯉300
5728Cl　15＿
　Fig．4　Viral　DNA　sequences　iII　Ad　7　induced　Hamster　tumor　cells．　Cleavage　map　of　adeno－
　　　　　virus　genome　is　represented　by　the　solid　horizQntal　line，0－100　unit．　The　viral　DNA
　　　　　sequellces　present　in　tumor　cell　is　indicated　by　arrow（⇔）．　The　numbers　given　above
　　　　　the　aflow　show　the　numbef　of　copies　per　diploid　quantity　of　tumQr　cell　DNA．
　一方Ad　7ゲノムDNA分子の一端のH∫ηdllH・Jフ
ラグメント（Fig．2にみられる不完全消化“a”フラグメン
ト）をリン酸カルシウムゲル法を用いて培養ラット細胞に
接種するとトランスフォームフォーカスが出現し，アデノ
ウイルス7型のトランスフォーム遺伝子はゲノムの一端約
8％の部位に位置することが確認できた（Sekikawa　8頗♂．
Virology，82，509，1977）．我々を含めSharp，　Flintらの
提案22）により，アデノウイルスゲノムのトランスフォーム
遺伝子を左端に位置づけると，腫瘍原性の異なる3つの群
のアデノウイルスに共通して左端約8％以内にトランスフ
ォーム遺伝子が存在していることになる2・3・4，5）．今後トラ
ンスフォーム遺伝子の詳細な性格づけと，造腫瘍活性の程
度の異なるA，B，C3群のトランスフォーム遺伝子の比
較がアデノウイルスによる発癌機構解明の重要な鍵とな
ろう．
結 論
　ヒトアデノウイルス7型（Grider株）DNAは制限エン
ドヌクレァーゼH加dIIIにより！0本の特異的なフラグメ
ント（A～J）に切断され，これらフラグメントの切断点地
図を餓ηdlllによる不完全消化法により検討した結果，
ゲノムDNA中では1－J－E－D－A－GG－F－H－Bの配列順
序となることが結論できた．これら10本のフラグメント
を用いた2本鎖DNA再形成反応を利用して，　Ad　7誘発
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ハムスター腫瘍細胞中のウイルスゲノムの検．出，定：量を行
なった結果はウイルスゲノムの左端1，JおよびEの一部，
すなわちゲノム全体の約11％が．ディプロイド細胞DNA
量あたり200～300コピー存続していた．このことからア
デノウイルス7型の発癌遺伝子は左端約11驚以内の部位
に存在するものと推定される．
　本論文の一部は第24回日本ウイルス学会総会（昭和51
年名古屋）において発表した．なお，本研究の一部は文部
省科学研究助成金および高松宮妃癌研究基金研究助成金
（藤永〉により行．なわれた．
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